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Beschreibung 

[0001] Die Regierung der Vereinigten Staaten von Amerika behalt gewisse Rechte an der Erfindung, da sie 
die Erfinder im Rahmen der NIH-Finanzhilfen CA 43460 und CA 62924 unterstutzte. 

TECHNISCHES GEBIET DER ERFINDUNG 

[0002] Diese Erfindung betrifft die Erkennung eines Gens, welches Trager fur Kolorektalkrebs pradisponiert. 

HINTERGRUND DER ERFINDUNG 

[0003] Von den 160.000 neuen° Fallen von Kolorektalkrebs (CRC), die jedes Jahr in den Vereinigten Staaten 
diagnostiziert werden, haben wenistens 15% eine Vererbungskomponente. Zwei gut definierte Syndrome, fa- 
miliare adenomatose Polyposis (FAP) und erblicher nicht-polyposer Kolorektalkrebs (HNPCC) sind fur bis zu 
5% der familiaren Falle verantwortlich. Trunkierende APC-Mutationen sind fur FAP verantwortlich, und defekte 
Mismatch-Repair-Gene verursachen HNPCC. Jedoch sind die Gene, die fur die Mehrzahl der familiaren Falle 
verantworlich sind, unbekannt. Es gibt einen Bedarf in der Technik fur zusatzliche Hilfsmittel und Information 
zum Identifizieren von familiaren Krebsgenen. 

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG 

[0004] Es ist eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, eine allel-spezifische Nukleinsauresonde zur Verfu- 
gung zu stellen. 

[0005] Es ist eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung, Verfahren zum Bestimmen der Gegenwart ei- 
ner Mutation in einem APC-Gen zur Verfugung zu stellen. 

[0006] Es ist eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein Kit zur Verfugung zu stellen, welches fur die Be- 
stimmung einer Mutation in einem APC-Gen nutzlich ist. 

[0007] Diese und andere Aufgaben der Erfindung werden gelost durch das Zurverfugungstellen einer al- 
lel-spezifischen Nukleinsauresonde, welche die Nukleinsauresequenz einer Region einer humanen APC-Mu- 
tante oder dessen Ribonukleotidaquivalent umfafct, wobei der Bereich eine T nach ATransversion bei Nukle- 
otid 3920 enthalt. 

[0008] In einer anderen Ausfuhrungsform der Erfindung wird ein Verfahren zum Bestimmen des Vorliegens 
einer Mutation im APC in einem Probanden, welche mit einer Familiengeschichte von Kolorektalkrebs unter 
Ashkenazi-Juden in Verbindung steht, zur Verfugung gestellt. Das Verfahren umfafit den Schritt: 
[0009] Bestimmen des Vorliegens einer T nach A Transversionsmutation bei Nukleotid 3920 in einem 
APC-Gen eines Probanden. 

[0010] Gemaft einer anderen Ausfuhrungsform der Erfindung wird ein anderes Verfahren zur Verfugung ge- 
stellt, zum Bestimmen der Gegenwart einer Mutation im APC in einem Probanden, welche mit einer Familien- 
geschichte von Kolorektalkrebs unter Ashkenazi-Juden in Verbindung steht. Das Verfahren umfafttden Schritt: 
[0011] Bestimmen der Gegenwart eines Lysins bei Aminosaure 1307 des APC-Proteins des Probanden. 
[001 2] In einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung wird ein drittes Verfahren zur Verfugung gestellt, zum 
Bestimmen der Gegenwart einer Mutation im APC in einem Probanden, welche mit einer Familiengeschichte 
von Kolorektalkrebs unter Ashkenazi-Juden in Verbindung steht. Das Verfahren umfaftt den Schritt: 
[0013] Bestimmen der Gegenwart eines Lysin-Codons bei Codon 1307 eines APC-Gens eines Probanden. 
[0014] In einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung wird ein Kit zur Verfugung gestellt, zum Bestimmen 
einer Mutation im APC, welches Trager fur Kolorektalkrebs pradisponiert. Das Kit umfafct: 
ein Paar Olignukleotidprimer zum Amplifizieren von wenigstens einem Teil des APC-Exon 15, welches Nukle- 
otid 3920 umfafct; und 

eine allel-spezifische Sonde, welche die Nukleinsauresequenz einer Region einer humanen APC-Mutante 
oder dessen Ribonukleotidaquivalent umfaftt, wobei die Region eine A nach T Transversion bei Nukleotid 3920 
enthalt. 

[0015] Diese und andere Ausfuhrungsformen der Erfindung, welche dem Fachmann nach dem Lesen dieser 
Offenbarung klar sein werden, stellen der Technik Hilfsmittel und Verfahren zum schnellen und leichten Detek- 
tieren von einem bestimmten Allel, welches mit familiarem Kolorektalkrebs in Verbindung steht, zur Verfugung. 

KURZE BESCHREIBUNG DER FIGUREN 

[0016] Fig. 1 IVSP-Assays von APC-Codons 1099 bis 1693. 

[0017] Fig. 1a. Mit "N" markierte Spuren enthalten Polypeptide von Patienten ohne die I1307K-Mutation und 
die Spur "M" enthalt Polypeptide vom Index-Patienten, der fur die 11 307K-Mutation heterozygot ist. Der Pfeil 
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zeigt auf das Duplet der trunkierten Polypeptide, die in dem Patienten mit der Mutation vorhanden sind. Der 
Grund fur das Duplet an der angezeigten Position ist nicht klar, aber konnte zwei unabhangige Slippage-Events 
in dem (A) 8 -Bereich reprasentieren. 

[0018] Fig. 1b. Sequenz von PCR-Produkten des IndexPatienten. Die Wild-Typ-Sequenz ist AAA ATA AAA 
und die Mutantensequenz ist AAA AAA AAA, von der vorausgesagt wird, daft sie ein Isoleucin an Codon 1307 
durch ein Lysin ersetzt. Der Pfeil zeigt auf den heterozygoten Mutationsort. 

[0019] Fig. 2 Stammbaume der Probanden mit der I1307K-Mutation. Patienten, die von CRC betroffen sind, 
sind durch ausgefullte Symbole bezeichnet, Patienten mit Polypen sind durch schattierte Kasten bezeichnet 
und Patienten mit anderen Krebsarten sind durch Kreuze bezeichnet. Krebsarten und Alter bei der Diagnose 
sind angezeigt, wenn sie bekanntsind. Individuen mit der I1307K-Mutation sind als "+" bezeichnet, und Indivi- 
duen, die fur diese Mutation getestet wurden, aber wo gefunden wurde daft sie diese nicht tragen, sind mit-. _ 
bezeichnet. 

DETAILLIERTE BESCHREIBUNG 

[0020] Es ist eine Entdeckung der vorliegenden Erfinder, daft eine bestimmte Miftsense-Mutation in dem 
APC-Gen in der Ashkenazi-Judenbevolkerung vorherrschend ist. Diese Mutation steht mit familiarem Kolorek- 
talkrebs in Verbindung. Zusatzlich scheint sie mit einem unterschiedlichem Satz Symptomen in Verbindung zu 
stehen, verschieden von denen, die durch die gut bekannten trunkierenden Mutationen im APC verursacht 
werden. Eher als Tausende von Polypen zu verursachen, wie oft in typischen FAP-Patienten gefunden wird, 
scheint diese Mutation eine "abgemilderte Polyposis" zu verursachen, d.h. eine viel geringere Haufigkeit der 
Polypen. 

[0021] Diese Mutation verursacht eine Isoleucin nach Lysin Substitution bei Aminosaure 1307 des APC. Es 
wurde gefunden, daft dies durch eine T nach A Transversionsmutation bei Nukleotid 3920 verursacht wird. Al- 
lel-spezifische Oligonukleotide, die einen Teil des APC-Gens enthalten, der diese Mutation enthalt, konnen ver- 
wendet werden, um diejenigen zu erkennen, welche die Mutation tragen, in der Bevolkerung im allgemeinen 
oder in der Ashkenazi-Bevolkerung oder in Familien, die Kolorektalkrebs in der Ashkenazi-Bevolkerung haben. 
Die Oligonukleotide konnen als Sonden fur die Hybridisierung verwendet werden. Sie konnen als Primer, z. B. 
fur allelspezifische PCR, verwendet werden. Sie konnen auch verwendet werden, um immunogene Polypepti- 
de oder Fusionsproteine fur die Verwendung bei der Herstellung von spezifischen Antikorpern, welche das mu- 
tante Epitop erkennen, herzustellen. 

[0022] Um zu bestimmen, ob ein bestimmtes Individuum (ein Proband) diese Mutation hat, konnen entweder 
seine DNA, RNA oder Proteine auf Hinweise fur die Mutation untersucht werden. Wenn die Nukleinsauren un- 
tersucht werden, wurde man die Gegenwart einer Mutation nachprufen, die ein Lysin bei Aminosaure 1 307 ver- 
ursacht. Wenn Proteine untersucht werden, konnte die Gegenwart eines Lysins direkt in den Proteinen durch 
Sequenzieren oder durch Verwendung von spezifischen immunologischen Reagenzien, so wie monoklonale 
Antikorper oder monospezifische polyklonale Antikorper, welche das mutante Epitop erkennen, aber nicht die 
Wildtyp-Form des APC-Proteins, bestimmt werden. Auf ahnliche Art und Weise konnen Nukleinsauren se- 
quenziert werden, um die Gegenwart einer Mutation zu bestimmen. Jegliche einzelne oder Kombination der 
Techniken kann zur Bestimmung von Mutationen verwendet werden. Beispielsweise RNA kann revers trans- 
kribiert werden und in vitro exprimiert werden, und das in vitro synthetisierte Protein kann mit jeglichen Mitteln, 
die im Stand der Technik bekannt sind, analysiert werden. Alternativ kann RNA revers transkribiert zu DNA 
werden, die DNA kann unter Verwendung von PCR amplifiziert werden, und die PCR-Produkte konnen mit ei- 
ner allel-spezifischen Sonde gepruft werden. 

[0023] Ein Kit, das fur die Verwendung solch einer Technik nutzlich ist, wird ebenso zur Verfugung gestellt. Es 
enthalt Primer zum Amplifizieren von Exon 15 (insgesamt oder wenigstens den Teil, der Codon 1307 enthalt) 
ebenso wie eine allel-spezifische Sonde gemaft der Erfindung. Andere optionale Bestandteile des Kits bein- 
halten schriftliche Anweisungen, eine DNA-Polymerase zum Ausfuhren der PCR, Puffer, Sonden fur das De- 
tekieren anderer Mutationen im APC, reverse Transkriptase, Reaktionsgefafte, Membranen fur Hybridisierun- 
gen. 

[0024] Der Nachweis, daft die I1307K-Mutation krankheitsverursachend ist, ist dreifach. Erstens tritt die Mu- 
tation in einem "gate-keeping"-Gen auf, das kritisch . fur die Unterdruckung der Initiierung des neoplastischen 
Prozesses ist, und in einem Bereich des APC's, von dem gedachtwird, daft eressentiellfurdessen ordentliche 
Funktion ist, auf. Zweitens ist die Frequenz der Mutation deutlich hoher in Index-Fallen der familiaren colorek- 
talen Krebspatienten, als in der allgemeinen Ashkenazi-Bevolkerung. Und drittens wurde innerhalb solcher Fa- 
milien die Mutation in alien bis auf elf Patienten mit colorektaler Neoplasia gefunden. Diese Mutation ubertragt 
sicherlich nicht die tausenden Polypen, die bei den typischen FAP-Patienten mit trunkierenden Mutationen im 
mittleren Drittel des APCcodierenden Bereiches gefunden werden. Der Phanotyp erinnert eher an den der Pa- 
tienten mit "abgernilderter Polyposis" aufgrund der trunkierenden Mutationen am Amino-Terminus von APC. 
Es wird faszinierend sein, in grofteren zukunftigen Studien zu bestimmen, ob die Gegenwart von I1307K aus- 
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reichend ist, um eine CRC-Pradisposition zu ubertragen, oder ob andere genetische oder Umwelt-Faktoren mit 
I1307K zusammentreffen, um solch eine Predisposition zu verursachen. 

[0025] Diese Ergebnisse haben daher wesentliche Implikationen fur die Predisposition fur Kolorektalkrebs in 
der Ashkenazi-Bevolkerung. Fruhere Studien haben demonstriert, daft andere Mutation en, einschlieftlich de- 
rer, die fur Brustkrebs pradisponieren, in hoherer Haufigkeit in dieser Bevolkerung gefunden werden kann, 
auch wenn nicht so gewohnlich, wie I1307K (Nature Medicine 2(11)1179-1183) (Cancer Research 56(15) 
3409-3414). Bis jetzt sollten unsere Ergebnisse nicht zu einem generellen Screening der Ashkenazis im Hin- 
blick auf I1307K auffordern, da das relative Risiko des Krebses, das mit dieser Mutation in Verbindung steht, 
in der Abwesenheit einer CRC-Familiengeschichte noch nicht etabliert wurde. Jedoch in Familien, in denen 
zwei oder mehrere Individuen CR Neoplasia haben, suggerieren unsere Ergebnisse, daft Individuen mit 
I1307K einem hohen Kolorektalkrebsrisiko ausgesetzt sind (wenigstens 30% Lebenszeitrisiko, den Stamm- 
baumen, die in Fig. 2 gezeigt sind und konservativen Annahmen nach zu urteilen). Da effektive Maftnahmen 
zum Limitieren der CRC-Sterblichkeit durch das genetische Testen in angemessen ausgewahlten Familien er- 
haltlich sind, scheint eine weitere Bewertung dieses Gegenstandes berechtigt zu sein. Schlieftlich wird es von 
Interesse sein zu bestimmen, ob zusatzlich Miftsensemutationen des APC's zu familiarem Kolorektalkrebs in 
anderen Bevolkerungen beitragen konnten. 

[0026] Die obige Offenbarung beschreibt im allgemeinen die vorliegende Erfindung. Ein vollstandigeres Ver- 
stehen kann unter Einbeziehung der folgenden spezifischen Beispiele erreicht werden, welche hier lediglich 
zum Zwecke der Illustration gegeben sind, und nicht dafur vorgesehen sind, den Umfang der Erfindung zu li- 
mitieren. 

BEISPIEL 1 

[0027] Dieses Beispiel beschreibt die Entdeckung der 11 307K Miftsensemutation im APC. 
[0028] APC-Gentests an FAP-Patienten werden routinemaftig ausgefuhrt unter Verwendung des in vitro syn- 
thetisierten Proteinessays (IVSP). Dieser Test wird durch PCR-Amplifizieren eines DNA-Segmentes mit einem 
5'-Primer ausgefuhrt, der Orte fur T7-Transskription und Saugetier-Translation enthalt. 
[0029] Folgend auf die Transskription und Translation der PCR-Produkte werden die Polypeptide durch Elek- 
trophorese getrennt. Im Laufe eines solchen Screens wurde ein 39 Jahre alter Patient mit multiplen Colorek- 
taladenomas (CRA) gefunden, der ein trunkiertes Protein aufwies, von dem vorausgesagt wurde, daft es zwi- 
schen Codon 1099 und 1693 in Exon 15 liegt (Fig. 1a). Uberraschenderweise ergab das Sequenzieren des 
relevanten Bereiches des APS's dieses Patienten keine trunkierenden Mutationen, sondern anstelle dessen 
wurde eine einzelne Veranderung, die aus einer T nach A Transversion bei Nukleotid 3920 bestand, gefunden. 
Diese Mutation resultierte in einem Austausch des Isoleucins fur Lysin bei Codon 1307 in der APC-Region 
(Reste 1020-2075), die fur das Binden an P-Catenin verantwortlich ist. Eine Vielzahl von Experimenten, ein- 
schlieftlich IVSP-Essays an klonierten PCR-Produkten zeigten, daft die Trunkierung ein in vitro Phanomen war, 
das durch die T nach A Substitutionsmutation verursacht wurde und daft keine trunkierten APC-Proteine in den 
Lymphozyten des Patienten gefunden wurden. 

Verfahren 

[0030] IVSP. IVSP wurde im wesentlichen ausgefuhrt, wie beschrieben in Powell et al. Die PCR-Produkte, die 
Codon 1307 enthielten, wurden mit den Primern 5' gga gga tec tgt agg aat ggt ate tcg-3' und 5'-gga tec taa tac 
gac tea eta tag gga gac cac cat ggt ttc tec ata cag gtc acg g-3' (erhalten von DNAgency, Malvern, PA) amplifi- 
ziert. Sie wurden transkribiert und in vitro translatiert, unter Verwendung von Reagenzien, die von Promega 
(Madison, Wl) erhaltlich sind. Die PCR Produkte wurden auf gereinigt aus Agarosegelen und in den pZero-Vek- 
tor (Clontech, Palo Alto, CA)ploniert. Die Clone wurden unter Verwendung von Thermosequinase (Amersham, 
Arlington Heights, IL) sequenziert. PCR-Produkte dieser Clone wurden dann als Templates fur IVSP Reaktio- 
nen verwendet. 

BEISPIEL 2 

[0031] Dieses Beispiel demonstriert, daft die Trunkierung, die in Vitro beobachtet wurde, vermutlich in einer 
"Slippage" eines der Enzyme, die fur IVSP am (A) 8 Bereich, der durch die Mutation gebildet wurde, verwendet 
wurden, begrundet liegt. 

[0032] Um zu bestimmen, ob die I1307K Mutation fur das in dem IVSP Essay gefundene trunkierte Protein 
verantwortlich ist, wurden die PCR Produkte in E. coli kloniert. Clone, die entwederdie Wildtyp Sequenz oder 
der mutierte Sequenz enthielten, wurden isoliert und fur die IVSP Analyse verwendet. Die klonierte Mutanten- 
sequenz produziert sowohl das trunkierte Protein als auch das full-length Protein in einem Verhaltnis von un- 
gefahr 1 zu 3. Diese Resultate zeigen klar, daft eine Miftsense Mutation ein trunkiertes Protein produzieren 
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kann, wenn in vitro evaluiert wird. 

[0033] Um zu bestimmen, ob ein trunkiertes Protein durch die I1307K Mutation in vitro produziert wurde, wur- 
den Proteinextrakteausden Lymphoblastoidzellen des Patienten unter Verwendung eines Antikorpers, derge- 
gen den Amino-Terminus des APCs gerichtet ist, immunogeblottet; kein trunkiertes ABC Protein wurde gefun- 
den. Um die Sensitivitat des Immunoblottings zu erhohen, verwendeten wir MAMA (Mono-Allele Mutationsa- 
nalyse). Die Lymphoblastoidzellen des Indexpatienten wurden mit Hamsterzellen fusioniert, und Hybride, die 
ein einzelnes humanes Chromoson 5 enthielten wurden isoliert. Dies ermoglichte es, die Genprodukte des 
I1307K Allels in der Awesenheit des Wildtypallels zu evaluieren; immer noch wurde nur full-length Protein ge- 
funden (Daten nicht gezeigt). 

[0034] Wir haben auch die Moglichkeit in Erwagung gezogen, daft der (A) 8 Bereich, der aus der 11 307K Mu- 
tation ( Fig. 1B) resultiert, moglicherweise eine instabile homopolymere Sequenz bildet, welche in vivo durch 
Polymerase "slippage" mutiert werden konnte. Dies wurde einen frameshift durch eine Insertion oder Deletion 
eines A Restes innerhalb des (A) 8 - Bereiches verursachen. Um diese Hypothese zu testen wurde ein Paraf- 
fineingebetteter kolerektaler Tumor dieses Patienten mikroseziert, um neoplastische Zellen aus dem umge- 
benden normalen Gewebe zu isolieren. Auf gereinigte DNA aus diesen Zellen wurde verwendet, um den Be- 
reich, der die Mutation enthalt, zu amplifizieren. Keine Insertierungen oder Deletionen in dem I1307K Bereich 
wurden gefunden (Daten nicht gezeigt). Zusatzlich wurden andere Mikrosatelliten des Tumors des Patienten 
getestet (siehe Verfahren), und die Abwesenheit der Instability in diesen Sequenzen machte es unwahr- 
scheinlich, daft dieser Patient HNPCC hatte. 

Verfahren 

[0035] Isolierung der DNA aus Paraffin-eingebetteten Tumoren. DNA wurde aus Scheiben, die Paraffineinge- 
bettete kolorektale Adenoma des Indexpatienten enthielten isoliert, wie vorher beschrieben (Jen, NEJM, 1993). 
Um die Stabilitat der (A) 8 Wiederholung, die die I1307K Mutation enthielt, zu bewerten, wurden die folgenden 
Primer verwendet: 5'-agc tga cct agt tec aat c-3' und 5'-cag ctg aag atg aaa tag ga-3'. Um die Mikrosatellitins- 
tabihitat an anderen Orten zu evaluieren, wurden die Primer und Bedingungen verwendet, die in Liu et al, Na- 
ture Medicine, 1996, beschrieben sind. 

[0036] MAMA. Lymphoblastoidzellen aus dem Index-Fall wurden mit Hamster UCW-56 Zellen unter Verwen- 
dung einer BTX Elektroporation fusioniert. Folgend auf die Auswahl zur Erhaltung des humanen Chromosoms 
5 wurden die isolierten Clone ausgewahlt und durch PCR hinsichtlich der I1307K Mutation (wie oben beschrie- 
ben) evaluiert, um zu bestimmen, welche derzwei Allelen beibehalten wurde. Clone, diejedes Allel enthielten, 
wurden fur Immunoblotanalysen unter Verwendung von Antikorpern und Bedingungen, wie vorher beschrie- 
ben, verwendet. 

BEISPIEL 3 

[0037] Dieses Beispiel demonstriert die biologische Signifikanz der Mutation durch Untersuchung seines Auf- 
tretens in Populationen von Individuen. 

[0038] Um die biologische Signifikanz dieser mutmaftlichen Miftsensemutation zu evaluieren wurden ver- 
schiedene Analysen ausgefuhrt. Zunachst wurde ein Allelspezifischer Oligonukleotid Hybridisierungsassay 
(ASO) entworfen, um die Populationshaufigkeit von I1307K zu bestimmen (siehe Verfahren). Da der Patient 
ein Mitglied einer teilweise ererbten Gruppe (Ashkenazi Juden) war, untersuchten wirsowohl nicht-Ashkenazis 
als auch Ashkenazi Bevolkerung. 11 307K wurde in keinem der 243 Nicht-Ashkenazis, die getestet wurden ge- 
funden, aber ein bemerkenswert hoher Anteil der Ashkenazis (6,1%) wurde gefunden, die Veranderung zu tra- 
gen (Tabelle 1). Der Unterschied in der I1370K Haufigkeit zwischen Ashkenazis und Nicht-Ashkenazis war sehr 
signifikant (p < 0,001 durch x 2 Test). 

[0039] Um zu bestimmen, ob die I1307K Mutation in Verbindung mitCRC in der Ashkenazi Bevolkerung steht, 
untersuchten wir 212 Ashkenazis mit CRC. Unter Verwendung des ASOs wurde gefunden, daft 10,8 dieser 
Patienten, die 11 307K Mutante enthielten. In jedem dieser Falle wurde Sequenzieren verwendet, um die ASO 
Ergebnisse zu verifizieren. Diese erhohte Haufigkeit war konsistent mit der Moglichkeit, daft das I1307K mit 
der CRC Predisposition in Verbindung steht, und der Unterschied zwischen Ashkenazis mit CRC und der ge- 
nerellen Ashkenazi Bevolkerung war statistisch signifikant (p < 0,02 nach x 2 Test). Um die Beziehung zwischen 
CRC und I1307K weiterzu ergrunden, wurden die CRC Patienten gemaft Familiengeschichte getrennt. Vierzig 
der 212 Probanden hatten einen Verwandten ersten Grades mit colorektaler Neoplasia (entweder Krebs oder 
Bening Tumor [Polyp]). In den verbleibenden 172 Probanden hatte entweder kein erstgradiger Verwandter ko- 
lorektale Neoplasien oder die Familiengeschichte war unbekannt (n = 172). Zwanzig Prozent der Probanden 
der vierzig familiaren Falle trug die I1703K Mutation, eine Haufigkeit, die sehr signifikant war, wenn sie entwe- 
der zu den 6,1% verglichen wird, die in der allgemeinen Ashkinazi Bevolkerung gefunden wird, oder mit den 
8,7% bei CRC Patienten ohne eine bekannte Familiengeschichte der CR Neoplasia (Tabelle 1). 



5/11 



DE 698 14 622 T2 2004.02.26 

Tabelle 1: 



Ser ie I1307K Gesamt % 



Normale Kontrollen 

Nicht-Ashkenzi 0 243 0% 

Ashkenzai 47 766 6,1% 

Ashkenazi Kolorektal 

Krebspatienten 

Gesamt 23 212 10,8% 

Mit Familiengeschichte von 8 40 20,0% 

CR Neoplasia 

Ohne bekannte Geschichte von 15 172 8,7% 

CR Neoplasia 

[0040] 

a vs. b, p < 0.0001 by x 2 

b vs c, p < 0.02 by x 2 

b vs. d, p < 0.01 by x 2 

e vs. e, p < 0.05 by x 2 
Verfahren 

[0041] Patientenauswahl. Zufallig ausgewahlte Ashkenazis wurden aus einer Gruppe genommen, die sich 
Tests fur Tay-Sachs Krankheiten unterzogen, wurden als Kontroll-Ashkenazigruppe verwendet. Nicht-Ash- 
kenazis bestanden aus einer weiteren zufallig ausgewahlten Gruppe von Nichtjudischen Individuen, welche 
Blutproben aus verschiedenen Grunden beigesteuert hatten. Zwei Gruppen von Ashkenazi-Kolorektal-Kreb- 
spatienen wurden analysiert. Eine Gruppe reprasentierte eine abfolgende Serie von Individuen, welche wegen 
ihres Kolorektalkrebses am Memorial Sloan-Kettering behandelt wurden. Die zweite bestand aus einer Gruppe 
aus Individuen, welche hinsichtlich CRC am Johns Hopkins Hospital evaluiert wurden. Diese zweite Gruppe 
war keine abfolgende Serie und war stark unausgewogen in Richtung von Patienten mit einer Familienge- 
schichte an CRC. 

[0042] Mutationsanalysen. Genomische DNA wurde als Template fur die PCR mit den folgenden Primern ver- 
wendet: 5'gatgaaataggatgtaatcagacg und 5-cttcgctcacaggatcttcagc. Das PCR Produkt wurde auf Nylonfilter 
slot-geblottet und mit Oligonukletiden hybridisiert, die dem Wildtyp oder der Mutanten-Sequenz am Kodon 
1307 entsprachen (5'-aatagcagaaataaaagaaaagat oder 5'aaatagcagaaaaaaaagaaaagat). Hybridisierungen 
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wurden bei Raumtemperatur eine Stunde lang ausgefuhrt, dann wurde 30 Minuten in 2xSSC, 0,1%SDS bei 
Raumtemperatur gewaschen, gefolgt durch eine Zwei-Minuten Waschung bei 56°C in 2xSSC, 0,1% SDS. Um 
die Blottingergebnisse zu bestatigen, wurden die PCR Produkte, die Mutationen aufzeigten, mit Thereto-Se- 
quenase sequenziert, unter Verwendung des folgenden Primers: 5'-gatgaaataggatgtaatcagacg. In zwei Pati- 
enten mit der I1307K Mutation wurden PCR Produkte, die die gesamte kodierende Region des APCs umfas- 
sen, aus DNA oder CDNA wie vorher beschrieben erhalten, und direkt sequenziert. 

BEISPIEL 4 

[0043] Dieses Beispiel demonstriert einen zusatzlichen Test der Beziehung zwichen I1307K Mutation und der 
Krankheit. 

[0044] Wir untersuchten seine Trennung in Krebsfamilien. Wir waren in der Lage, acht Familien zu identifizie- 
ren, in welchen wenigstens zwei erstgradige Verwandte kolorektale Neoplasia (Krebs oder Polypen) hatten, 
und in welchen der Probant die I1307K Veranderung trug. Elf Verwandte, die von CRC oder CRA betroffen wa- 
ren, wurden unter Verwendung von ASO untersucht, und zehn wurden gefunden, die I1307K Mutante (Fig. 2) 
zu tragen; jeweils wurde durch Sequenzieren bestatigt. Dieses Ergebnis liegt sehr unwahrscheinlich nur im Zu- 
fall begrundet (p < 0.01, Bayesianische Wahrscheinlichkeit). 

[0045] Auch diese Daten suggerierten nachdrucklich, daft die 11 307K Mutation intrinsisch zur CRC Predispo- 
sition in Beziehung stent, es verblieb moglich, daft diese Mutation in einem Verbindungsungleichgewicht mit 
einer anderen Mutation im APC liegt. Um diese Moglichkeit auszugrenzen wurde die "hot-spot" Region des 
APCs in zwei Individuen mit familiarem CRC und der E307K Mutation sequenziert. Nur ein voridentifizierter 
stummer Polymorphismus wurde gefunden, was es unwahrscheinlich macht, daft eine andere ABC Mutation 
in der sequenzierten Region mit der Krankheit mendelt. 
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Patentansprtiche 

1. Eine Allelen-spezifische Nukleinsaurensonde, die die Nukleinsauresequenz einer Region einer huma- 
nen APC - Mutante oder deren Ribonukleotidaquivalent umfaftt, wobei diese Region eine T nach A-Transver- 
sion bei Nukleotid 3920 enthalt. 

2. Ein Verfahren zum Bestimmen der Gegenwart einer Mutation im APC in einem Probanden, welcher mit 
einer Familiengeschichte des kolorektalen Krebses unter Ashkenazi-Juden in Verbindung steht, wobei das 
Verfahren die Schritte des Bestimmens der Gegenwart einer T nach A-Transversionsmutation bei Nukleotid 
3920 in einem APC-Gen eines Probanden umfaftt. 

3. Das Verfahren nach Anspruch 2, wobei eine Allelenspezifische Nukleinsaurensonde zu einer Nuklein- 
saure hybridisiert wird, welche aus einem Probanden isoliert wurde, oderzu einer Nukleinsaure, die von einem 
Probanden kloniert oder aus ihm amplifiziert wurde, wobei die Sonde die Nukleinsauresequenz einer Region 
einer humanen APC - Mutante oder deren Ribonukleotidaquilent umfaftt, wobei die Region eine T nach 
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A-Transversion bei Nukleotid 3920 enthalt. 

4. Das Verfahren nach Anspruch 2, wobei eine Region eines APC-Gens, welches Codon 1 307 umfafct, am- 
plifiziert oder kloniert wird und die Region einer Nukleotidsequenzierung ausgesetzt wird. 

5. Ein Verfahren fur das Bestimmen der Gegenwart einer Mutation im APC eines Probanden, welcher mit 
einer Familiengeschichte des kolorektalen Krebses unter Ashkenazi-Juden in Verbindung steht, wobei das 
Verfahren die Schritte des Bestimmens der Gegenwart eines Lysins bei Aminosaure 1307 des APC-Proteins 
des Probanden umfafct. 

6. Das Verfahren nach Anspruch 5, wobei ein Antikorper, der spezifisch an ein APC-Epitop bindet, welches 
die I1307K-Mutation umfafit, mit einer APC-Proteinenthaltenden Probe des Probanden in Kontakt gebracht 
wird. 

7. Das Verfahren nach Anspruch 5, wobei ein APC-Protein, das aus dem Probanden isoliert wurde oder 
unter Verwendung einer APC-Nukleinsaure, die von dem Probanden isoliert wurde, hergestellt wurde, einer 
Aminosauresequenzierung ausgesetzt wird. 

8. Ein Verfahren zum Bestimmen der Gegenwart einer Mutation im APC in einem Probanden, welcher mit 
einer Familiengeschichte des kolorektalen Krebses unter Ashkenazi-Juden in Verbindung steht, wobei das 
Verfahren die Schritte des Bestimmens der Gegenwart eines Lysincodons bei Codon 1307 eines APC-Gens 
des Probanden urnfafct. 

9. Das Verfahren nach Anspruch 8, wobei ein Allelespezifischer Nukleinsaurefuhler zu einer Nukleinsaure, 
die aus dem Probanden isoliert wurde, oder zu einer Nukleinsaure, die aus dem Probanden amplifiziert oder 
kloniert wurde, hybridisiert wird, wobei der Fuhler die Nukleinsauresequenz einer Region einer humanen APC 
- Mutante oder deren Ribonukleotidaquivalents umfaftt, wobei die Region eine T nach A-Transversion bei Nu- 
kleotid 3920 umfafct. 

10. Das Verfahren nach Anspruch 8, wobei eine Region eines APC-Gens, welches Codon 1307 umfafit, 
amplifiziert oder kloniert wird und die Region einer Nukleinsauresequenzierung ausgesetzt wird. 

11. Ein Kit zum Detektieren einer Mutation im APC, welches Trager des kolorektalen Krebses pradispo- 
niert, umfassend: 

ein Paar Oligonukleotidprimer zum Amplifizieren von wenigstens einem Teil des APC-Exons 15, welches Nu- 
kleotid 3920 umfafct; und 

eine Allelen-spezifische Sonde, welche die Nukleinsauresequenz einer Region einer humanen APC - Mutante 
oder dessen Ribonukleotidaquivalents umfaRt, wobei die Region eine T nach A-Transversion bei Nukleotid 
3920 enthalt. 

Es folgen 3 Blatt Zeichnungen 
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Anhangende Zeichnungen 



FIG. 1A 
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